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I - GENERALITA

Una caratteristica peculiare di un cospicuo gruppo di specie della
tribti dei Goniini & quella di deporre uova microtipiche (*). Questi pic-
coli « germi» vengono incollati sul substrato trofico degli ospiti, cosi
che, ingeriti assieme al cibo, finiscono in breve con lo schiudere nel
canale alimentare, assicurando in tal modo, attraverso procedimenti del
tutto insoliti per gli insetti entomofagi, la presa di possesso dell’ospite.

Le vittime sono, nella grande generalitd, larve di Lepidotteri e di
Imenotteri Sinfiti nonché, in misura estremamente modesta, adulti di
Coleotteri (in particolare Scarabeidi) e Ortotteroidei, in ogni caso esa-
podi dotati di apparato boccale masticatore e quasi esclusivamente fillo-
fagi ed ectofiti.

(¢ da aggiungere che simile modalita di « contaminazione » dell’ospite
non é esclusiva della suddetta triba di Larvevoridi, ma si riscontra, per
quanto eccezionalmente nell’ambito della classe degli entomi, anche in
certi Tmenotteri Terebranti della famiglia dei Trigonalidi.

I’uovo microtipico, oltre a dimensioni decisamente minute, presenta
una costituzione particolare mirabilmente adattata al ruolo che gli
compete. Si presenta infatti come un semiovoide: la parte dorsale é
fortemente convessa e mostra un corion nero e molto robusto, la super-
ficie ventrale & invece pianeggiante con corion esile e trasparente. Incol-
late alle foglie delle piante piu varie tali uova si mantengono vitali per
qualche settimana. Allatto della loro deposizione lo sviluppo embrio-
nale & generalmente terminato; pure questa é una caratteristica ecce-
zionale che le distingue da quelle emesse dalla generalita delle forme
ovipare, nelle quali lo sviluppo embrionale si svolge- interamente, o
quasi, all’esterno delle vie genitali della madre. Si tratta pero di un
adattamento molto importante perché cosi anche le uova ingerite dal-
Tospite poco dopo la loro deposizione possono garantire il successo della
parassitizzazione. I1 tempo di cui dispone il « germe » per « attecchire »
¢ infatti piuttosto breve, dell’ordine di qualche ora, cioe pari al tempo
impiegato dagli alimenti per percorrere l'intero tubo digerente (®), per
cui uova non ancora completamente embrionate sarebbero espulse come
tali e Vospite sfuggirebbe al parassita. D’altro canto le femmine ovi-

BN

depongono generalmente su piante in cui la infestazione & in atto e

(2) Solo per I'Europa Herting (1960) riporta dati biologici per una cinquantina di
specie aventi siffatti costumi.

(3) In larve della VII etd di Galleria mellonella L., che peraltro hanno un regime
dietetico del tutto particolare, il tempo intercorrente tra l'introduzione del cibo e I’espul-
sione delle relative feci ¢ di circa 4-5 ore (Baronio e Campadelli, 1978).



— 156 —

generalmente verso la periferia delle foglie, accorciando in tal modo i
tempi del probabile impatto con l'ospite.

Una volta sgusciata, e di solito ci0 avviene nella meta posteriore
dello stomodeo, la minuscola larvetta perfora in breve le pareti del ca-
nale alimentare e va ad insediarsi, pro tempore, in questo o quel visce-
re (%), a seconda della specie parassita, ove si sviluppa fino a compiere,
sovente, la I muta. I’entomofago si arresta quindi allo stadio di Lu ini-
ziale in attesa, almeno in forme preimmaginali di insetti olometabolici
(peraltro i piu colpiti), che l'ospite si impupi.

Dall’uovo deposto nell’ambiente la larvettina dunque non sguscia
fino a quando non sia raggiunta da appropriate stimolazioni; essa si
mantiene vitale, in attesa, entro gli involucri dell’uovo, anche per tempi
lunghissimi: Biliotti e Desmier de Chenon (1971) hanno constatato una
sopravvivenza fino a 3 mesi per quelle di Pales pavida Meig. deposte
su foglie di bosso e conservate a + 8 °C e 60% U.R..

Gli stimoli che determinano la schiusa di siffatte uova sono, secondo
i rari Autori che si sono occupati della questione, di duplice natura:
fisici e chimici ad un tempo. T primi consisterebbero in una sorta di
massaggio che l'uovo riceve ad opera delle appendici boccali durante
la triturazione e l’ingestione del cibo; i secondi sono identificati nei
liquidi contenuti nello stomodeo, ed in particolare nel loro pH.

La ricerca piu approfondita sull’argomento e quella riportata in
una vecchia pubblicazione di Severin et alii (1915) i quali discutono
altresi i dati degli Autori che li hanno preceduti. Operando sperimen-
talmente su Chaetogaedia monticola Big., nemica di larve di Lepidotteri,
e su Plasmophaga antennalis Towns., legata ai Fasmoidei, essi perven-
gono alla conclusione, in parte contestando e in parte sostenendo le
opinioni correnti, che i fattori responsabili della schiusa sono di natura
chimica e rappresentati dai succhi a reazione alcalina presenti nel mesen-
tero, per quanto si osservi un certo numero di schiuse anche in liquidi
decisamente acidi come il sangue di certi Nottuidi, e persino in acqua
distillata.

Strickland (1923), studiando Gonia capitate De G., infeudata ai
Nottuidi, rileva che nova raccolte in campo e immerse nei liquidi rigur-
gitati dalle larve ospiti non schiudono; ci0 sembra significare che é
necessario, almeno per questa specie, il preliminare intervento dei fat-

(4) E questo un comportamento tipico di tutte le I, delle specie a uova microtipiche
(in contrasto con la generalitd delle I, derivate da uova macro) e che avrebbe, secondo
gli Autori, il significato di porre queste eccezionalmente minute larvette al riparo dalla
reazione emocitaria delle loro, al confronto, mastodontiche vittime,
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tori meccanici, visto che uova consimili ingerite dalle larve sono invece
sgusciate. Peraltro in esperimenti successivi la schiusa e stata ottenuta
con la sola immersione.

Moritoshi (1936), in riguardo a Sturmia sericarice Rond., parassita
di Bombyx mori L., indica una stretta relazione tra il pH dei liquidi
usati e Pentita della schiusa; egli infatti trova che le L: sgusciano nei
fluidi digestivi delle larve dei Lepidotteri per valori del pH compresi tra
8,8 e 9,8, con percentuali maggiori per i valori piu alti, mentre non
schiudono affatto nel canale alimentare delle larve dei Tentredinidi
caratterizzato da un pH acido oscillante da 5,3 a 7,4.

In tempi pit recenti Wishart (1945), riferendosi ad Aplomyia caesar
(Ald.), constata che la schiusura delle uova microtipiche avviene nella
maggioranza dei casi in due tempi: prima la fuoriuscita dal corion della
larvetta ancora rivestita della membrana vitellina, in conseguenza della
pressione esercitata dai pezzi boccali, e successivamente l'esodo da que-
st’ultima in presenza del contenuto intestinale. Tuttavia il meccanismo
di schiusa dalla suddetta membrana non e chiarito, restando I’Autore
in dubbio se vada riferito all’inturgidimento dell’novo fino a scoppiare,
per assorbimento di liquido dall’ambiente, ovvero all’azione diretta del-
Tuncino boccale della larvetta cosi sollecitata. In un lavoro successivo
lo stesso Autore (Wishart, 1956) identifica nei pH 11,75-12,50 P'alcali-
nitd ottimale per lo sgusciamento delle uova; per valori minori la schiu-
sa richiede tempi assai lunghi e interessa solo basse percentuali, cosicché
proprio nel pH del canale alimentare viene identificato il primo fattore
dell’idoneita dell’ospite per questo parassita.

Come si vede i dati dei vari Autori sono abbastanza contradditori.
('8 peraltro da osservare che, a parte il vecchio lavoro di Severin et
alii (1915) e quello relativamente recente di Wishart (1956), espressa-
mente dedicati allo studio del meccanismo di schiusa, le altre pubbli-
cazioni includono a questo riguardo solo annotazioni marginali, essendo
riservate all’analisi del ciclo biologico di singole specie.

A questo punto precisiamo che il nostro obbiettivo di partenza era
quello di ottenere lo sgusciamento in massa di uova di Gonia cinerascens
Rond. per procedere a tentativi di allevamento delle larvettine neonate
su dieta artificiale. Valendoci delle indicazioni su riportate abbiamo
ottenuto risultati del tutto insoddisfacenti e pertanto ci siamo trovati
nella necessita di svolgere indagini personali. Il quantitativo pressoché
illimitato di uova del suddetto larvevoride a nostra disposizione ci ha
permesso di cogliere vari aspetti del problema che nella loro globalita
riteniamo siano sfuggiti agli Autori che ci hanno preceduto e di ren-
derci conto della estrema variabilita dei fenomeni almeno nelle condi-
zioni sperimentali in cui abbiamo operato.
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II - MATERIALE E METODO

Lo studio & stato condotto sulle uova di Gonia cinerascens Rond.
B questo un larvevoride parassita di larve di Lepidotteri Nottuidi pres-
soché ignorato dalla scienza e che noi da oltre due anni alleviamo con
successo sull’ospite di sostituzione Galleria mellonella L. per studiare
vari aspetti del rapporto parassitario tra insetti entomofagi e loro vit-
time. La biologia & stata illustrata solo di recente da Baronio e Cam-
padelli (1978) che perd non hanno approfondito I'aspetto concernente
Povideposizione e la schiusa. L'uovo, che misura appena mm 0,086 in
lunghezza e mm 0,052 nel diametro trasverso, rientra nella categoria
degli « extrapiccoli» (lunghezza inferiore ai 100 p) secondo la classifi-
cazione di Townsend (1934).

In cella climatica a 23-24 °C e 70% U.R. le femmine cominciano a
deporre le primissime uova sulle foglie di rametti appositamente intro-
dotti, ovvero su loro imitazioni in plastica, dopo circa 4-5 giorni dallo
sfarfallamento (°); Vovideposizione diviene perd consistente solo dal
7° giorno in poi ed interessa entrambe le pagine fogliari, con una decisa
preminenza per quella superiore (%), ed in particolare la loro fascia
submarginale. Nella IT settimana di vita qualche femmina comincia a
soccombere con il lunghissimo utero avvolto a spirale ancora infarcito
da qualche migliaio di uova nerastre. A questo momento, specialmente
nella metd posteriore del gonodotto impari, esse mostrano per traspa-
renza, a livello degli involucri ventrali, la larvetta completamente for-
mata, con scheletro cefalo-faringeo e spinule tegumentali bene pigmen-
tate. Corrispondentemente anche nelle uova emesse naturalmente dalle
femmine sui vari supporti lo sviluppo embrionale appare di norma
terminato gia al momento della deposizione, salvo non rare eccezioni per
quelle abbandonate nelle prime fasi della prolificazione.

Sono state condotte 2 serie di esperienze immergendo le uova in
svariate soluzioni e liquidi organici, con o senza l'apporto di stimola-
zioni meccaniche. Con la I serie abbiamo saggiato uova estratte dalle
vie genitali delle femmine che man mano soccombevano nell’allevamento.
Le prove sono state ripetute varie volte, in tempi successivi, utilizzando

(5) Da ricerche in corso & emerso che l'inizio della ovideposizione dipende in larga
misura dalla densita della popolazione in gabbia, nel senso che essa & tanto piu precoce
quanto maggiore & laffollamento. Notevolmente pill lunghi sono gli intervalli indicati
dagli Autori per altre specie: 14-21 giorni per Leschenaultia erul Town. (Bess, 1936),
20-25 giorni per Pales pavida Meig. (Riviere, 1975).

(6) In generale gli Autori concordano nel ritenere assai piu frequente la localizza-
zione sulla pagina inferiore delle foglie, ove le uova si conservano vitali pitt a lungo
(efr., ad es., Wylie, 1960).
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numerosi individui ed avendo cura di prelevare i vari gruppi di uova
da introdurre nei diversi liquidi dallo stesso tratto di utero, quello pit
vicino al gonotrema, viste le notevoli differenze nello sviluppo embrio-
nale che si riscontrano ai vari livelli. Nella 1I serie si sono impiegate
uova deposte direttamente sulle foglie di rametti collocati in vaso con
acqua nelle gabbie di allevamento degli adulti, ovvero, e piu frequente-
mente, su zimbelli di foglie in materiale plastico. In quest’ultimo caso
le prove sono state ripetute con riferimento non alle varie femmine,
avendo esse deposto tutte assieme, bensi al numero di giorni successivi
allovideposizione nonché all’etd delle medesime. Tali prove hanno la
prerogativa di costituire un riferimento a procedimenti pit naturali,
mentre le prime consentono di utilizzare un materiale straordinaria-
mente abbondante, destinato nella generalita dei casi ad andare perduto.
Volendo poi utilizzare le larvette neosgusciate, questo procedimento
oltre a permettere di sfruttare in larghissima misura il potenziale ripro-
duttivo del parassita, & anche piu sbrigativo.

(¢ infine da precisare che mentre nel corso della I esperienza le
stimolazioni meccaniche sono minime, poiché le uova sono prelevate
dall’utero e traslate nei vari liquidi in gruppo, nel corso della seconda
sono abbastanza accentuate perché le nova debbono essere distaccate dal
supporto, cui sono tenacemente incollate, mediante un pennellino umido
le cui setole in ogni caso finiscono col sollecitare le nova in vario modo.

III - PROVE PRELIMINARI DI SGUSCIAMENTO CON UOVA UTERINE PRELEVATE
DA FEMMINE DI (GONIA MORTE

Dopo una dozzina di giorni dallo sfarfallamento, nell’utero enorme-
mente allungato (fino a 3 em), alquanto dilatato (diametro 0,7-0,8 mm)
ed avvolto a spirale si trovano ammassate alcune migliaia di minutissime
uova con la callotta dorsale del corion nerastra e lucida, ad esclusione
di quelle site in prossimita degli ovidutti pari che sono invece di colore
nocciola o melleo ovvero addirittura biancastre. Le uova dislocate nel
terzo verso il gonotrema contengono inoltre larvette perfettamente for--
mate; la durata dello sviluppo embrionale ¢ infatti stimata, con buona
approssimazione, sui 4 giorni dopo la discesa dell’'novo nell’utero, la
quale inizia 1-2 giorni dopo l'inseminazione. La presenza di embrioni
completamente formati la si puo agevolmente rilevare ponendo le uova
in qualsivoglia fluido tra 2 vetrini; esercitando infatti brevi e ripetute
pressioni I'novo si libera del corion e la larvetta rivestita dalla
membrana vitellina fuoriesce a livello della superficie ventrale, dove il
guscio membranaceo ed elastico finisce col lacerarsi sotto la spinta del
« germe ».

La larva avvolta da tale membrana, che ¢ esile e trasparente ma
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altresi alquanto rigida, conserva a un dipresso la stessa forma semi-
ovoidale propria dell’'uovo e si mantiene immobile. L’esodo definitivo
si attua attraverso una lacerazione che essa pratica azionando vivace-
mente I'uncino boccale a livello della superficie ventrale verso il polo
cefalico leggermente rastremato. 11 pertugio cosi aperto nella mem-
brana vitellina & oltremodo minuto e la fuoriuscita sembra avvenire
con un certo sforzo, considerato che la larvetta si stira e si allunga
vistosamente, come strozzata entro il taglio, al pari del resto di quelle
emergenti dalle uova macrotipiche. Una volta completamente sgusciata,
essa si presenta lunga ed affusolata come di norma, nonché assai vivace
nei movimenti, mentre la m.v. conserva la sua forma di semiovoide.

In vivo lo sgusciamento avviene, a quanto pare, secondo le modalita
qui sopra illustrate in vitro, e cioeé in 2 tempi: una prima fase passiva
(ad opera dei gnatiti della vittima) dal corion, una seconda fase attiva
(ad opera dei gnatiti del parassita) dalla membrana propria dell’uovo.
Peraltro in molte condizioni sperimentali, che esamineremo in seguito,
la larvetta fuoriesce in pratica contemporaneamente dai due involueri
dell’uovo. Sottolineamo subito che tutto lo «sforzo» & impiegato per
vincere la membrana vitellina, poiché il corion ventrale, incredibilmente
disteso e gonfiato dai vari liquidi che lo hanno attraversato, si presenta
esile e molle, tale da non offrire che una debole resistenza.

Verso la fine della TT settimana, e nei giorni immediatamente suc-
cessivi, varie femmine di Gonia soccombono col gonodotto comune infar-
cito di uova; orbene & simile materiale che e stato utilizzato in questa
prima serie di prove.

Abbiamo impiegato sia femmine morte di recente che femmine morte
da vari giorni e da tempo completamente disseccate. In ogni caso la
dissezione ¢ stata effettuata in acqua distillata, tentando poi, quando
possibile, di distendere I'utero su carta bibula inumidita, cio allo scopo
di prelevare le uova soltanto dal tratto terminale ove ’embriogenesi &
conclusa. In realta cio non e facile per cui non sempre le nova utilizzate
nelle varie tesi a confronto sono da considerarsi perfettamente equiva-
lenti. Anche gli uteri secchi in breve si rammolliscono e le uova, all’ini-
zio cementate fra di loro, rapidamente si separano grazie al forte potere
igroscopico dei secreti interstiziali e della porzione ventrale del corion.

I prova

Con un primo saggio a carattere orientativo, effettuato utilizzando
le uova estratte dall’utero di varie femmine di Gonia e poste in gruppi
di circa una cinquantina di elementi in vetrini da orologio, si & osser-
vato un numero assai variabile di schiuse nelle prime 5 ore di immer-

sione in ciascuno dei seguenti liquidi: acqua distillata, acqua di fonte,
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KOH al 5%, e 10%,, NaOH al 5%, e 10%,, soluzione di Grenier et alii
(1974), emolinfa di Galleria - soluzione satura di feniltiurea, omo-
geneizzato di canale alimentare in toto di Galleria + feniltiurea, solu-
zione fisiologica al 9%, di NaCl, saliva umana e soluzione satura di fenil-
tiurea. Quest’ultima & stata provata non come eventuale mezzo da utiliz-
zare per la schiusa, ma solo per controllarne una possibile azione nega-
tiva, visto che il suo impiego appare indispensabile quando si voglia
usare emolinfa od omogeneizzato di questo o quel viscere per impedire
i processi ossidoriduttivi.

Mentre in alcuni di questi liquidi non si sono in seguito verificate
schiuse, 0 solo in numero limitatissimo, come nei vari idrati, in altri
invece sono incrementate col passare del tempo, come in soluzione fisio-
logica, in emolinfa, nei fluidi intestinali e nella soluzione di Grenier
et alii.

C’¢ poi da aggiungere che mentre in alcuni mezzi di schiusa le larve
neonate si mantengono vive ed attive anche per alcune ore (almeno una
decina), in altri esse soccombono in breve tempo, divenendo piriformi per
una eccezionale dilatazione dell’addome, ed in seguito addirittura scop-
piando come succede negli alcali. Tali sostanze, almeno nelle suddette
concentrazioni, sono pertanto da scartare laddove si voglia procedere
alla utilizzazione sperimentale di queste minuscole larvette, che addi-
rittura possono restare uccise da tali liquidi entro gli involucri del-
I'uovo, dal momento che, dopo qualche ora di immersione, non si veri-
ficano piu schiuse, a differenza di quanto avviene negli altri fluidi. C’e
da precisare ancora che in alcuni liquidi, ed in particolare nei sud-
detti idrati anche se molto diluiti (5%,), un certo numero di larve sgu-
scia parzialmente fuoriuscendo soltanto con I’avancorpo e finendo poi
col perire con gli ultimi uriti imprigionati entro gli involueri dell’uovo.

Non va infine sottaciuto che & talora possibile portare a termine
Pincubazione delle uova in alcuni dei liquidi impiegati.

In conclusione i migliori risultati in questa prima prova sono stati
ottenuti coi fluidi intestinali diluiti in acqua distillata, con emolinfa
pure diluita e con la soluzione di NaCl 99%,. Tuttavia le risposte sono
risultate assai diverse da femmina a femmina; in certi casi uova pure
chiaramente embrionate non sono sgusciate nelle soluzioni che ci erano
sembrate piu efficaci, mentre in altri sono schiuse inaspettatamente in
larga misura anche nella semplice acqua distillata. £ difficile dunque,
attraverso un semplice esame visivo, anche se accurato, prevedere con
sicurezza se le uova uterine sgusciano nelle suddette condizioni speri-
mentali. Nella ipotesi che ai fini della schiusa possano essere determi-
nanti le vicende subite dall’uovo prima della immersione si & proceduto
all’esperimento che segue.
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IT prova

Con questo saggio si ¢ indagato se un preventivo disseccamento del-
Tuovo fuori dalle vie genitali della madre potesse favorirne la schiusa
allorché viene sommerso nelle varie soluzioni. In natura infatti 1'uovo
microtipico passa attraverso alterne vicende: nell’utero, per quanto
strettamente stipato, & bagnato da un liquido (di cui stiamo attualmente
ricercando la provenienza e la natura) che si insinua negli interstizi tra
un germe e laltro; poi, una volta deposto, si asciuga perfettamente a
contatto con Paria; ed infine, qualora ingerito da qualche larva, viene
di nuovo a trovarsi in ambiente liquido.

Allo scopo sono state impiegate le seguenti soluzioni: NaOH 4,5%,
e 9%o, KOH 4,5%,, 20% € 30%,, HCI 0,5%, e 1%0, NaCl 4,5, 9, 15, 20,
30%., nonché acqua di fonte e acqua distillata.

Si sono messe a confronto le uova estratte da 5 femmine di Gonia
separatamente; metd circa di tali uova, distinte per femmina, & stata
posta su carta bibula inumidita con acqua distillata, mentre l’altra
metd & stata collocata pure su carta ma a secco per un uguale periodo
di circa 12 ore. 11 confronto tra le due serie & stato fatto dopo 30 mi-
nuti, 2 ore, 17 e 24 ore dall’immersione. Orbene in tutto questo lasso di
tempo non si sono rilevate differenze apprezzabili nella schiusa tra le
uova conservate a secco e le altre. Se ne conclude pertanto che un pre-
ventivo disseccamento del « germe» (almeno fino ad una durata mas-
sima di 12 ore) non costituisce una condizione indispensabile o comun-
que facilitante la sua schiusa una volta che sia pervenuto nelle condi-
zioni propizie allo sgusciamento. Del resto il fatto che alcune uova
sguscino spontaneamente entro 'utero indica che un contatto prolun-
gato con ’aria, come avviene per le uova deposte in natura sulle foglie,
non & un passaggio necessario nei meccanismi che consentono 1’esodo
della larvetta. Da notare infine che, limitatamente ad una femmina,
le pit alte percentuali di schiusa si sono osservate, in entrambe le tesi,
per la serie immersa in soluzione di HC1 0,5%, indicando con cio che
il pH della soluzione non & forse rilevante agli effetti dello sguscia-
mento, come peraltro si osserva talora anche in natura, visto che eci
sono specie a uova microtipiche, quali ad esempio Eumea mitis Meig. e
Pales pavida Meig. (cfr. il manuale di Herting, 1960) che si evolvono
tanto a spese di larve di Lepidotteri che di Tmenotteri sinfiti, caratte-
rizzati da un opposto pH dei fluidi presenti nel canale alimentare: a
reazione alcalina nei primi, acida nei secondi.

Anche in questa prova i risultati sono apparsi assai discordanti da
femmina a femmina. Abbiamo provvisoriamente ritenuto che la causa
potesse risiedere, con riferimento alle singole 22, in una non sufficien-
temente omogenea distribuzione delle nova nei vari liquidi di schiusa
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(tale operazione ¢ in effetti estremamente difficoltosa), e con riferi-
mento a tutte le femmine nel loro complesso, al fatto di trovarsi queste,
al momento del loro impiego, in stati fisiologici diversi.

Va peraltro precisato che certe partite di uova, dimostratesi del
tutto refrattarie alla schiusa nei vari liquidi sperimentali, schiudono
invece una volta ingerite dalle larve di Galleria, che restano infatti
regolarmente parassitizzate; questo diverso destino indica una ben
maggiore efficienza dell’ospite naturale rispetto alle situazioni speri-
mentali da noi allestite. Tali migliori condizioni possono consistere
nel fatto che nell’ospite le nova subiscono in realta un duplice tratta-
mento: meccanico prima, a livello dell’apparato boccale, e chimico poi,
a livello del canale alimentare, oppure nella maggior efficacia dei fluidi
naturali rispetto a quelli da noi offerti.

IV - PROVE CONCLUSIVE CON UOVA UTERINE E UOVA DEPOSTE

Dopo le indagini preliminari solo in parte sopradescritte e che,
oltre a dimostrare la complessita di un problema in apparenza semplice,
hanno consentito di escludere varie ipotesi, come quella di un gradiente
di schiudibilitd delle uova in funzione temporale (sia con riferimento
all’eta della madre che a quella delle uova stesse), si ¢ impostata una
nuova sperimentazione, condotta non piu in vetrini da orologio ma con
vetrini porta- e coprioggetto, intesa a saggiare volta per volta fattori
specifici come le sollecitazioni meccaniche, il pH delle soluzioni, gli
enzimi e il tutto con particolare rignardo alle uova deposte che rappre-
sentano la situazione che si verifica in natura.

1. Sullimportanza delle sollecitazioni meccaniche nella schiusa.

A) Uova uterine

a

Con questa prova, che ¢ stata la pit complessa, si & voluto saggiare
Pefficacia degli stimoli meccanici in aggiunta a quelli chimici dei liquidi
di schiusa.

In ogni caso sono state usate uova di femmine morte nelle 12-18 ore
precedenti la loro utilizzazione. Laddove possibile 1'utero é stato disteso
e constatata, mediante schiacciamento, la presenza di larvette entro le
uova, sono state utilizzate quelle situate a valle fino al gonotrema.

Le uova, in gruppetti di 30-40 elementi, vengono poste tra due ve-
trini, porta- e coprioggetto, separati da un lato mediante uno spessore
di un decimo di mm. In base ai risultati delle esperienze precedenti, ab-
biamo limitato P’analisi a un idrato, un acido, un sale, acqua distillata
nonché emolinfa e liquido intestinale di Lyn di Galleria variamente
diluiti; abbiamo aggiunto in pit 2 enzimi, pepsina e pectinasi.
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Le schiuse delle uova provenienti da 8 femmine sono indicate nella
tabella I. Per ogni liquido la prova é stata fatta con e senza schiaccia-
mento del vetrino coprioggetto e le schiuse registrate verso lo scadere
della IT e della VI ora dopo I'immersione. Controlli successivi non han-
no rilevato situazioni molto diverse, ed inoltre i dati sono discutibili;
infatti Pesile pellicola liquida tra i due vetrini tende ad evaporare abba-
stanza rapidamente per cui, senza un ripetuto apporto di acqua distil-
lata, ben presto le uova restano a secco. Comunque due rilievi cosi inter-
vallati sono sufficienti ad indicarci ’andamento del fenomeno. Data la
non perfetta equivalenza delle uova, le difficolta di un loro conteggio
accurato, e soprattutto delle larvette neonate che tendono a disperdersi
nel liquido, e in considerazione dello scopo perseguito ci e sembrato
sufficiente segnalare le schiuse con le stime approssimative indicate in
tabella. Da questa emerge quanto segue:

1) Innanzitutto una notevole variabilita nelle schiuge delle uova
provenienti da femmine diverse, e ci0 nonostante le nova risultassero
sempre, nella quasi totalitd embrionate all’esame preliminare. T motivi
di questo comportamento non sono apparsi al momento del tutto chiari.
Peraltro abbiamo notato una maggiore disponibilita alla schiusa per le
uova estratte da individui in cui I'utero e gli altri visceri erano in dis-
soluzione, rispetto a quelle derivate da femmine i cui organi interni
apparivano ancora integri. Si potrebbe pertanto supporre che in seguito
a tale disfacimento le uova vengano a contatto con sostanze che in qual-
che modo finiscono con l'attivarne la schiusa.

2) 11 leggero ripetuto schiacciamento esercitato sul vetrino copri-
oggetto, quale surrogato dei fattori meccanici operanti a livello del-
Papparato boccale dell’ospite, favorisce alquanto la schiusa sia anticipan-
done i tempi sia incrementando il numero totale delle larvette fuoriuscite
dagli involucri dell’uovo, limitatamente perd ai liquidi meno efficaci.
Nei liquidi pin attivi, quali fluidi intestinali diluiti ed emolinfa, la
situazione appare invece capovolta. Premendo leggermente il vetrino
coprioggetto la larvetta, rivestita dalla tenace membrana vitellina, for-
ma una vistosa ernia a livello della superficie ventrale, molle ed esten-
sibile, del corion, cosi che, in breve, il « germe » sguscia da quest’ultimo.
Si realizza cosi in vitro quanto accade in vivo, dove nello stomodeo del-
Pospite sono presenti, nella generalita, uova gia liberate dal corion.
In realtd, perd, con le ripetute pressioni si possono ledere i germi situati
nei settori piu stretti dell’intercapedine e pertanto gli svantaggi del-
Poperazione superano i vantaggi nel caso di liquidi pienamente efficienti.

3) T liquidi di gran lunga piu efficaci sono risultati i fluidi inte-
stinali diluiti delle larve dell’ultima etd di Galleria, che hanno provo-
cato la schiusa pressoché totale delle uova in quasi tutti i vetrini alla
VI ora e percentuali superiori al 50% gia alla II ora. Impiegati in fun-



0JUSWIBIDDBIYIS BZUOS
(013088011d0o oULI}PA NS IUOISSAIA IIVSSO] (F) OJUSWRINIBIYIS TUOD
(%0g 91)[0) BSNIYDS I)I0F

11

sekeok
m ‘BI0O TA BI[B 1330pU0D (%0¢g - 1T) esniyos eIpow ok
: TAQI[II T BI)SOP B OSSB( Ul TOqWIS I ‘BIO I] B[[OP SI9PBIS O[[B IJBNIIDYD (%0T - T) ®sniyas oyosrenb *
,, TASI[II T8 OUOISLIdJLI IS BIJSTUIS B O)[® Ul 1Isod 1joquis T BSII vUNOSBIO U "g'N BSNIYOS BUNSSOU (@)
“ oabaiut o o * o XX o o * o * o o o o o X¥ 65 2L IITA
, o o o o e o o o o o o o o o o [}
oabaqut o * o o HXH * o * o * o * [} L] i o * 56 2= 11A
o * o’ o XN % o * o o o o o o o o
o03eb2aBs TP * *% ey * XK *¥ XRH x% HAk EXR * ** *% *% *% * 56 41 1A
* * * * * * *¥% * *% o * * * * o *
_ oabajut * * o * XX Xk * * * * * * o * *¥ XXH 55 || A
o * o * XXX *% * * * o * o o * o o
~H
©
i 03e62u651p ** * o o HHK XK *% * *x *% *% *% o o *% *% 55 oL AL
_ o * o o XXX *% o o o o o * [) o [ *
0abajut * KK o * KX XXX *XK XN * *% KN *% o o o * 55 111
* * o o XK *% XXK *% o * [} * o o [} (o]
oabajut o * * * XRH XXH *R * *% * o * o * o * 56 & I
o o * o ¥ %% * o o o o o o * Q *
, 0362465 Tp XXX *x * * % *¥ HXH XXX HRR HXR XXH XR¥ *% *¥ XN *% 86 oz I
*% * * * XRH 5 XXX *% HXK * XHH * * * * *
8 d ¢ d elTniT
o33N, uwmw.ﬂuwva M:wmm_vm HDn TET murn,_n%ﬁ ©leTITIST ¢ e 9%y  HoeN PR
" " T T T e Jutt IeTITISTP O H o%6  TOeN o%l ' TOB % 0 e1s eA0Id

DUNIN DAON TP BSNIYDS B[ SIRUIULIIIOP [OU IUOIZL[OS SUND[E IP BIDLIPD IP 9AOLJ - ‘I VITALV]



R s

I

— 165 —

TABELLA I bis. - Graduatoria di efficacia dei vari liquidi usati per la schiusa di wove
uterine di cui alla tabella 1.

Fluidi intestinali diluiti 73
Emolinfa 44
HZO distillata 34
NaCl %, 31
Pectinasi 0,037 g/1 29
NaOH 4%, 27
HC1 1%, 16
Pepsina 0,037 g/1 15

Le cifre indicano il numero di asterischi totalizzati da ciascun liquido sperimentale in
16 preparati.

zione di testimonio essi hanno cosi dimostrato ’inadeguatezza degli
altri mezzi di schiusa, con o senza Dintervento dei cosiddetti fattori
meccanici. Segue a grande distanza 1’emolinfa diluita, ed ancora I'acqua
distillata, NaCl 99%,, ecc., come da annesso elenco, i quali sono apparsi
veramente validi soltanto in presenza di uova provenienti da femmine
con visceri disgregati. Chiudono la graduatoria HC1 1%, e pepsina che
non hanno mai dato percentuali di sgusciamento superiori al 50%, nem-
meno nei casi pitt favorevoli, per cui parrebbe che 'ambiente acido sia
il meno idoneo alla schiusa.

B) Uova deposte

In parallelo a quella con le uova uterine e stata condotta una prova
con le nova deposte, saggiando i medesimi liquidi di schiusa e operando
alla stessa temperatura di 23-24 °C. Le uova sono state prelevate me-
diante un pennellino umido da « foglie» di plastica appositamente in-
trodotte nelle gabbie di allevamento degli adulti di Gonia. Su tali zim-
belli infatti, ed in particolare su quelli di colore giallo e verde, le fem-
mine ovidepongono con grande facilita..

L’esperienza ¢ stata condotta praticamente con le stesse modalita
della precedente e come quella si compone di due parti: in una ven-
gono valutati soltanto gli stimoli per cosi dire chimici, nell’altra anche
quelli meccanici. Per la serie non sottoposta a stimolazioni meccaniche
si sono inaugurati vetrini con incavo i quali non abbisognano di un
reiterato ripristino di liquido, essendo in essi l’evaporazione estrema-
mente rallentata; per Taltra si ¢ rimediato a questo inconveniente
immettendoli in camera umida.

Le prove sono state ripetute 8 volte ed i risultati riportati nella
tabella II. Come si puo rilevare sono state impiegate uova di varia eta
(da 1 a 6 giorni dopo la deposizione) emesse da numerose femmine nel-
Tarco di una giornata, in gabbie diverse ad esclusione della prova III
e VI. Innanzitutto si nota per le uova deposte una disponibilita alla
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schiusa notevolmente minore rispetto a quelle uterine, sia per la serie
sottoposta a schiacciamento che, e in misura assai piu evidente, per la
serie non stimolata meccanicamente.

La causa di questa diversa risposta delle due categorie di uova alle
stesse condizioni sperimentali, che per il momento ci & sfuggita, diverra
patente col procedere della sperimentazione.

Al solito le percentuali di schiusa sono state rilevate alla IT e alla VI
ora dopo Vinizio dell’esperimento. Alla fine del I intervallo nessuna lar-
vetta & fuoriuscita nei vetrini non sottoposti a « schiacciamenti », quando
se ne escluda qualche raro caso per i germi immersi nei liquidi organici
dell’ospite, mentre si é registrato un certo numero di schiuse nella mag-
gioranza di quelli (in 43 vetrini su 64) sui quali si sono applicati i sud-
detti stimoli meccanici.

Al termine del II intervallo si e verificato qualche sgusciamento
soltanto in un quarto circa dei vetrini (15 su 64) non sottoposti a com-
pressione, mentre in quelli opportunamente « schiacciati» sono com-
parse le larvette in quasi tutti (61 su 64) e per di piu in numero ben
maggiore che al I intervallo, anche se c¢id non ¢ ben evidente in tabella,
dato il sistema di valutazione fatto per classi. Dopo la VI ora sono stati
compiuti rilievi solo nei preparati non sollecitati meccanicamente, i
quali essendo provvisti di incavo conservano a lungo i vari liquidi; si
¢ cosi potuto notare che le schiuse si protraggono almeno nei 3 giorni
successivi ma la maggioranza delle larvette fuoriesce dagli involucri
dell’uovo solo con l’avancorpo.

Da tutto cid emerge, almeno nelle presenti condizioni sperimentali,
la grande importanza degli stimoli meccanici che non solo determinano
un ben piu elevato numero di schiuse ma che le inducono anche in quei
fluidi che da soli si sono dimostrati inefficaci, ed inoltre in tempi piu
brevi.

I liquidi piu attivi, in presenza di stimoli meccanici, sono risultati
NaOH al 4%, e i fluidi intestinali diluiti delle Lvu di Galleria; a una
certa distanza seguono NaCl 9%, pectinasi, emolinfa diluita, e acqua
distillata ; quelli meno efficaci sono apparsi HCI1 1%, e pepsina, e quindi,
in definitiva, le soluzioni decisamente acide.

In assenza di sollecitazioni meccaniche le schiuse si rarefanno bru-
scamente o addirittura si annullano; solo i liquidi intestinali danno
risultati di un certo rilievo, cui segue a grande distanza la soluzione
di NaOH al 49,.

Nella tabella, infine, non risultano differenze apprezzabili nel numero
delle schiuse in relazione all’eta delle uova; solo nel caso delle prove 111
e VI, condotte con elementi della stessa ovatura, si osserva un netto
calo in rapporto all’invecchiamento che perd non ha compromesso la
vitalita delle larvette, visto che anche uova vecchie di una dozzina di
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giorni ed oltre e visibilmente «rinsecchite», e cioe con la superficie
ventrale fortemente concava, hanno causato contro ogni aspettativa
elevate percentuali di parasitizzazione ()

Gli sgusciamenti, comunque, salvo casi eccezionali sono spesso larga-
mente inferiori al 50% e cio indica che i vari liquidi sperimentali, non-
ché le aggiuntive stimolazioni meccaniche, sono assai meno efficaci del-
Tospite naturale. Pur nello stesso fluido intestinale, che & da conside-
rarsi come una sorta di testimonio, i risultati non sono apparsi sempre
del tutto soddisfacenti; ma molto probabilmente cid e dipeso dal fatto
che tali liquidi sono stati diluiti con acqua distillata in misura eccessiva
per ottenerne un quantitativo sufficiente. Né si sono notate differenze
apprezzabili nell’efficacia dei fluidi estratti da Ly iniziali, e quindi in
fase trofica, rispetto a quelli provenienti da larve imbozzolate e quindi
con canale alimentare pressoché vuoto, e pertanto con caratteristiche
presumibilmente diverse.

Confrontando la graduatoria di efficienza dei vari liquidi nella serie
di prove con uova uterine (tabella T bis) con quella delle uova deposte
(tabella IT bis), si nota come esse, salvo le parti iniziale e terminale,
non corrispondano. Cio puo dipendere semplicemente dal fatto che i
valori per le uova deposte sono molto appiattiti e percio le differenze
non sono significative, oppure indicare che vi ¢ una sostanziale diffe-
renza nel potere di schiusa dei vari liquidi in rapporto alla derivazione
delle uova.

Oltre alle basse percentuali di schiusa ¢’ poi da sottolineare la
lunghezza dei tempi necessari per ottenerle, mentre negli ospiti le lar-
vette sgusciano gia nel primo tratto del canale alimentare, il che significa
entro la prima ora dall’ingestione (°).

Considerato tutto ¢ido e con lo scopo di individuare i fattori specifici
che inducono la schiusa delle uova nel canale alimentare dell’ospite,
si & voluto saggiare I'importanza del pH delle soluzioni nonché Patti-
vita di alcuni enzimi.

(7) Ripetiamo che la vitalita delle uova microtipiche ¢ davvero eccezionale; molti
Autori concordano nel segnalare che le larvette sono ancora vive dopo varie decine di
giorni dalla ovideposizione. Sakharov (1929), ad esempio, riferendosi a Gonia ornata
Meig. denuncia una sopravvivenza di 2 mesi e mezzo, ed oltre.

(8) Sasaki (1918) afferma che la grande maggioranza delle uova di Sturmiae serica-
riae Rond. & gid dischiusa dopo soltanto 20 minuti dall’ingestione ; altri Autori danno
tempi anche pitt brevi, addirittura dell’ordine di 1 minuto (Severin et alii, 1915). Per
maggiori ragguagli su tale questione vedasi Mellini, 1957.
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TABELLA II bis. - Graduatoria di efficacia dei vari liquidi usati nel determinare la schiu-
sa di wova deposte (il punteggio si riferisce al numero di asterischi
totalizzati da ciascun prodotto nella tabella II),

Fluidi intestinali diluiti in HZO distillata 41
NaOH 4%, 26
NaCl 9%, 19
Emolinfa diluita L, Galleria 18
Pectinasi 0,037 g/1 18
HZO distillata 14
HCl 1%, 13
Pepsina 0,037 g/1 12

La prova consta di 8 ripetizioni per un totale di 128 vetrini; ogni liquido di schiusa é
stato provato 2 volte: con e senza stimolazioni meccaniche,

2. Hfficacia del pH del liquido di schiusa

A) Uova uterine

Visti i modesti e discordanti risultati ottenuti coi precedenti liquidi
di schiusa e in considerazione della notevole importanza che certi Au-
tori, quali Moritoshi (1936) e Wishart (1956), attribuiscono al pH del
mezzo, abbiamo proceduto, con le tecniche gid illustrate, a saggiare effi-
cacia di vari pH alcalini a confronto di quello neutro e di uno acido.
Al solito & stato tenuto come testimonio il liquido intestinale diluito
(circa 1:20) con acqua distillata nonché, essendo questa risultata acida
con pH 5,4, diluita, in una serie parallela, con una soluzione a pH neutro.

Particolare attenzione ¢ stata riposta nella scelta e nella distribu-
zione delle uova uterine nei vari fluidi. Quelle embrionate infatti sono
state accuratamente rimescolate con un pennellino al fine di rendere il
piu possibile omogenei i vari campioni. La prova e stata ripetuta 7 volte
con altrettante femmine di eta diversa..

Nella tabella ITI, compilata secondo i criteri gia esposti, si desume
quanto segue. Innanzitutto si registrano percentuali di schiusa alquanto
pitt alte nei vetrini sottoposti a leggeri e ripetuti « schiacciamenti », il
che conferma una certa importanza dei fattori meccanici nel determi-
nare lo sgusciamento; fanno eccezione, nel loro complesso, solo i cam-
pioni posti in pH 7 e nei fluidi intestinali diluiti in acqua distillata.
Cio puo forse essere spiegato col fatto che le sollecitazioni imposte pro-
vocano la morte di un certo numero di larvette entro gli involuecri delle
uova incuneate nella sezione piu bassa dell’intercapedine.

Si conferma poi che la pressione esercitata sul coprioggetto deter-
mina uno sgusciamento piu rapido. Allo scadere della IT ora infatti,
in tutti i vetrini, esclusi quelli coi fluidi intestinali diluiti, le percen-
tuali di schiusa sono piu elevate nella serie sottoposta alle suddette sti-

Boll. Entom. Bologna, XXXIV, 1978. 13



— 170 —

molazioni meccaniche. Alla VI ora il divario tende a colmarsi ed in un
certo numero di casi non solo le percentuali di schiusa nei vetrini solle-
citati meccanicamente e non sollecitati si equivalgono, ma addirittura
in questi ultimi possono superare i primi.

I tempi di schiusa sono piuttosto lunghi. Entro le prime 2 ore si
sono verificati sgusciamenti solo in una meta scarsa dei vetrini non
compressi e in ben 43 su 50 in quelli schiacciati. Nella grande maggio-
ranza dei casi si & pero trattato di schiuse sporadiche al di sotto del 10%;
solo in 3 preparati si & superato il 50% avvicinandosi a quanto succede
in natura. Alla fine della VI ora si sono registrate schiuse in tutti i
vetrini premuti, ad esclusione di uno, mentre in quelli non pressati
non si sono verificate schiuse di sorta in una decina di vetrini ad ulte-
riore conferma dell’importanza dei fattori meccanici, almeno nelle pre-
senti condizioni sperimentali, pure per le uova uterine. C’¢ da notare
ancora che gli sgusciamenti sono proseguiti anche oltre questo intervallo
e per almeno le 24 ore successive all’inizio della prova; infatti a quel
termine abbiamo constatato forti percentuali di schiusa pure in liquidi
apparsi nelle prime sei ore scarsamente efficaci.

Per meglio evidenziare lefficacia dei vari liquidi si e costruito il
grafico di cui alla fig. 1. In ascisse figurano i valori del pH dei vari
liquidi sperimentali nonché i testimoni rappresentati dai fluidi intesti-
nali diluiti; in ordinata ¢ indicato una sorta di indice di schiusa, otte-
nuto sommando gli asterischi, che appaiono nella tabella III, attribuiti
a ciascun liquido. Precisiamo che non si & tenuto conto dei dati relativi
alla I e II prova, mancando la serie dei preparati sottoposti a com-
pressione.

Si nota subito che le schiuse aumentano notevolmente passando dal
pH acido a quello neutro, per abbassarsi bruscamente al pH 8 ed accre-
scersi poi progressivamente fino al pH 13 che, fra le varie soluzioni, e
apparsa quella di gran lunga piu efficace, a parte i fluidi intestinali
diluiti che, al solito, hanno determinato il numero di schiuse piu elevato
e non di rado prossimo al 100% (°). Tali fluidi, che come si & detto rap-
presentano una sorta di testimonio, evidenziano la sostanziale inade-
guatezza dei vari liquidi sperimentati. I1 pH 13 ha causato, & vero,
discrete percentuali di schiusa, pero esso ¢ palesemente nocivo per le
larvette neosgusciate che in breve soccombono ed inoltre tale valore non
si riscontra mai nei canali alimentari degli insetti ("), e riteniamo degli

(9) Poiché i gruppetti di 3 asterischi che compaiono in tabella indicano schiuse
superiori al 509 non resta evidenziata l'eccezionale efficienza dei liquidi intestinali
rispetto a quella pitt modesta delle soluzioni a pH 13.

(10) Waterhouse (1949), che ha misurato il pH dei fluidi intestinali delle larve di
ben 39 specie di Lepidotteri, ha trovato che il valore piu alto e pari a 10,20.
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Fie. I
HBfficacia comparata di soluzioni a diverso pH nel determinare la schiusa di wova uterine
di G. cinerascens Rond. Si tenga presente che il criterio di valutazione adottato ha finito
col «premiare» notevolmente i liquidi meno efficienti.

Tl : testimonio, a base di «fluidi intestinaliy di Ly, di Galleria mellonelle L. diluiti
in acqua (pH 5,4);

T2 : gli stessi fluidi diluiti in soluzione a pH T,

animali in genere, data la sua dannositd nei riguardi dei tessuti viventi,
per cui in pratica esso non & mai operante in natura.

Nelle larve di Galleria il valore del pH nel tubo digerente si aggira
intorno a 8,4 (Wigglesworth, 1972), mentre nella prova i liquidi con
PH 8-9 hanno dato le percentuali di schiusa piu basse. Evidentemente
nell’ospite naturale entrano in gioco anche altri fattori per determinare
lo sgusciamento delle uova microtipiche; e poiché questo avviene nel
canale alimentare e parso logico supporre che essi vadano ricercati tra
gli enzimi.

Rileviamo da ultimo che, a parita di condizioni sperimentali, dalle
uova uterine si ottengono al solito percentuali di schiusa notevolmente
superiori rispetto alle uova deposte, ed inoltre che la schiudibilita &
nettamente maggiore per le uova provenienti da femmine in cui 'utero
e gli altri visceri siano entrati in completo disfacimento.

B) Uova deposte
E bene sottolineare ancora una volta che lesperienza con le uova
deposte e piu significativa di quella con le uova uterine per varie ragioni.

Boll. Entom. Bologna, XXXIV, 1978. 13%.
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Innanzitutto esse provengono da numerose femmine (anche una cin-
quantina) e quindi i vari campioni sono piu rappresentativi, poi essendo
emesse a sviluppo embrionale terminato la loro schiudibilitd ¢ garantita,
come abbiamo constatato, attorno ad una media del 90%, inoltre per
esse & escluso ogni contatto con i liquidi addominali della femmina che
potrebbero modificare, in qualche modo, la loro disponibilita alla schiusa,
ed infine esse, proponendo la situazione che si verifica in natura, si
prestano meglio a identificare i fattori che ne inducono la schiusa.

Sulle modalita del loro prelievo dagli zimbelli di plastica sui quali
le femmine in cattivita depongono facilmente, purché di caratteristiche
appropriate (lavoro in corso), si é gia detto, come pure della loro trasla-
zione nei vari liquidi di schiusa in vetrini portaoggetto. La temperatura
ambientale durante la prova si é aggirata, come nelle altre esperienze,
sui 22-23 °C.

Sono state effettuate 6 ripetizioni con « ovature » di etd diversa da
1 a 6 giorni; ciascuna ripetizione, al solito, comprende due serie paral-
lele di prove, una in assenza di stimolazioni meccaniche e l’altra in cui
il vetrino coprioggetto e stato sottoposto a deboli e ripetute pressioni.

Come si pud osservare nella tabella IV, riassuntiva di questa espe-
rienza, le schiuse sono state assai limitate.

Alla scadenza del I intervallo (2 ore) nei preparati non sottoposti a
pressione si e notata qualche larvetta solo in 7 vetrini su 54, e piu
precisamente in uno con soluzione a pH 13 e in tutti e 6 quelli con
fluido intestinale diluito. Nei vetrini sottoposti a sollecitazioni mecca-
niche i risultati sono apparsi alquanto migliori, essendosi registrata
qualche schiusa, alla fine dello stesso tempo, in 15 vetrini sparsi tra
tutte le tesi esclusa quella riferentesi al pH acido. ,

Al termine della VI ora gli sgusciamenti nei preparati non sotto-
posti a pressione hanno mostrato un incremento molto modesto, inte-
ressando 13 campioni in tutto e per di piu confinati solo tra quelli con
soluzioni a pH 12, pH 13 e fluidi intestinali diluiti. Nella serie cui
sono state applicate stimolazioni meccaniche, schiuse, seppure percen-
tualmente basse, si sono verificate in 36 vetrini su 54, ed in pratica in
tutti i liquidi messi a confronto.

I1 grafico della fig. II, costruito sommando i dati di entrambe le
serie, da un’idea immediata e comparativa dei risultati conseguiti con
i vari pH sperimentati. Come si vede le schiuse ottenute nelle soluzioni
con pH da 4 a 11 sono pressoché irrilevanti; esse cominciano a divenire
alquanto consistenti col pH 12, ma solo col pH 13 e specialmente coi
liquidi intestinali si ottengono risultati di tutto rilievo. Si conclude
pertanto che il pH delle soluzioni, di per sé, non riveste in natura grande
importanza nel determinare la schiusa delle uova microtipiche, poiché
i valori in cui esso mostra una decisa efficacia non si riscontrano nel
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canale alimentare dei possibili ospiti, ed in ogni caso sono incompatibili
con la sopravvivenza delle larvette neosgusciate. I1 meccanismo di azione
va probabilmente ricercato nel loro forte potere caustico che irritando
le larvette le spinge a sfuggire ad uno stimolo tanto molesto e nocivo.
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FEfficacia comparata di vari pH e dei fluidi intestinali di Ly, di Galleria (T) nel deter-

minare 1a schiusa di wove deposte di Gonia. 11 grafico & stato ottenuto sommando i dati

convenzionali (asterischi di cui alla tabella IV) di 6 doppie ripetizioni (in presenza e
in assenza di sollecitazioni meccaniche) per un totale di 108 vetrini

Neppure le sollecitazioni meccaniche, almeno quali noi abbiamo
impartito, sono apparse concretamente efficaci. E vero che in un maggior
numero di preparati sottoposti a tale trattamento sono comparse le
larvette, ma si & trattato di sgusciamenti puramente occasionali ed
inoltre nel testimonio, dove le schiuse sono apparse generalizzate, in
pratica non si riscontrano differenze tra i vetrini schiacciati e non.

Facciamo da ultimo notare che il confronto tra i grafici delle figg. I
e IT mette bene in evidenza la diversa schiudibilitd, in identiche condi-
zioni sperimentali, delle uova uterine rispetto a quelle deposte e da
anche una misura dell’efficacia dei liquidi organici delle femmine di
Gonia, ivi compresi quelli intestinali, che durante la dissezione finiscono
il piu delle volte col bagnare almeno una parte delle uova.
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3. Hfficacia degli enzimi in generale nella schiusa

Al solito la ricerca ¢ stata condotta su uova uterine e su uova depo-
ste, mentre sono state abbandonate le stimolazioni meccaniche dimostra-
tesi di utilita sostanzialmente limitata.

In una prima esperienza, con nova uterine, e stata messa a
confronto Defficacia dei vari enzimi, indicati nella tabella V, operanti
nelle soluzioni a pH ottimale, con efficacia dei medesimi al pH standard
dei fluidi intestinali delle larve di VII etd di Galleria, pari a 8,4. La
prova & stata ripetuta 6 volte con altrettante femmine di Gonia e ha
indicato in modo inequivocabile la superiorita dei liquidi a pH adeguato
agli enzimi presenti. Agli effetti della schiusa questi hanno infatti tota-
lizzato un punteggio pari a 65 contro 7 appena, raggiunto nei liquidi
enzimatici al pH uniforme di 8,4.

Tale risultato evidenzia dunque una ben maggiore efficacia degli
enzimi usati, rispetto al semplice pH dei liquidi, nell’indurre lo sguscia-
mento delle larvette. In ogni caso perd i fluidi intestinali di Galleria,
impiegati al solito in funzione di testimonio, hanno dato, sebbene forte-
mente diluiti (in soluzione a pH 8,4), percentuali di schiusa notevol-
mente superiori.

Con una seconda esperienza, condotta ancora su uova uterine,
si & voluto cercare una riconferma dell’efficacia degli enzimi nel deter-
minare la schiusa. Allo scopo sono state poste a confronto le varie solu-
zioni enzimatiche a pH ottimale con le stesse soluzioni prive di enzimi.
L’esito della prova, ripetuta anch’essa 6 volte con altrettante femmine
di Gonia, & sembrato smentire 'importanza degli enzimi, avendo questi
raggiunto complessivamente un punteggio di 51 contro 45 totalizzato
dalle varie soluzioni. Poiché si sono notati dati nettamente contrastanti
nelle varie ripetizioni, e poiché in particolare si e visto che le uova pro-
venienti da femmine con utero e gli altri visceri disfatti davano elevati
tassi di schiusa nella maggior parte delle soluzioni impiegate, si e sup-
posto che il contatto delle uova con i liquidi addominali delle stesse
femmine di Gonia morte potesse favorire lo sgusciamento (™).

La verifica di tale ipotesi é stata subito ottenuta ponendo gruppi di
uova deposte, e pertanto non « contaminate » nel suddetto modo,
nei liquidi organici fortemente diluiti con soluzione a pH 7,4 di indi-
vidui di Gonia, sia maschi che femmine, morti da non piu di 24 ore.

(11) Le eccezioni sono rappresentate dalle soluzioni non enzimatiche a pH 5, pH 4
e pH 8 nonché, sebbene in modo meno evidente, dalle corrispondenti soluzioni con cellu-

lasi, pectinasi e tripsina, per cui & probabile che sia le une che le altre interferiscano
negativamente eon i fattori di provenienza materna che favoriscono la schiusa.
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In quasi tutti i vetrini si & ottenuta la schiusa pressoché totale delle
larvette, proprio come avviene nei liquidi intestinali diluiti delle larve
di Galleria.

Cosi si spiega anche la presenza di larvette libere in mezzo alla
massa delle uova nell’addome delle femmine di Gonia morte da qualche
tempo, e perché, sempre, le uova provenienti da femmine morte e con
Putero disgregato diano, a parita di trattamento, percentuali di schiusa
enormemente superiori alle uova deposte.

In base a queste constatazioni si & ripetuta I'esperienza intesa a
evidenziare il ruolo degli enzimi quali agenti stimolanti la schiusa delle
uova microtipiche, impiegando non piu uova uterine bensi unova
deposte. T risultati compaiono nella tabella VI. Innanzitutto si
osserva che i dati delle varie tesi sono decisamente costanti nelle 6 ripe-
tizioni, e cio indica 1’alta significativita della prova, e di conserva che
Peta delle femmine ovideponenti (variante da 12 a 25 giorni) non e
rilevante agli effetti della schiusa. Si fa notare poi che il testimonio,
rappresentato dai fluidi intestinali delle larve di Galleria, & doppio,
avendoli diluiti in soluzione a pH 8,4 (valore indicato come proprio
del tubo digerente dei suddetti Lepidotteri dagli Autori; vedi Wiggle-
sworth, 1972) nonché in soluzione a pH 7,4, valore minimo da noi misu-
rato nei medesimi organi (massimo 7,93).

Gli enzimi piu efficaci sono apparsi la tripsina e la pepsina che hanno
dato, sempre, percentuali di schiusa vicine a quelle dei liquidi intesti-
nali, anche se la loro azione & apparsa alquanto piu lenta. Infatti mentre
i primi, alla scadenza della IT ora dall’immersione delle uova, inducono
tassi di sgusciamento prossimi al 10% e superano il 50% solo verso la
VI ora, i secondi sovente raggiungono quest’ultimo livello gia- alla fine
del T intervallo. L’efficacia dei suddetti enzimi appare poi evidentissima
dal confronto con le corrispondenti soluzioni a pari pH, ma prive di
questi biocatalizzatori, nelle quali le schiuse sono state del tutto spora-
diche (pH 2) o addirittura nulle (pH 8). Col lisoenzima lo sgusciamento
¢ stato modesto e pari all’incirca a quello registrato nel liquido con lo
stesso pH. Del tutto trascurabili, poi, o nulle le schiuse con gli altri
enzimi e con le corrispondenti soluzioni prive di tali principi attivi.

L’importanza fondamentale dei suddetti due enzimi, a paragone
con il semplice pH delle soluzioni, & anche dimostrata dal fatto che
essi sono apparsi parimenti efficaci pure funzionando uno (la tripsina)
in liquido a reazione leggermente alcalina (pH 8), e I’altro (la pepsina)
in liquido fortemente acido (pH 2) e quindi a caratteristiche profonda-
mente diverse da quello presente nel tubo digerente delle larve di Gal-
leria e dei Lepidotteri in genere.

Un terzo controllo effettuato alla scadenza delle 24 ore ha dimo-
strato la possibilita di ulteriori schiuse nei liquidi meno efficaci sia
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contenenti enzimi che privi, denunciando con ¢io, accanto a quella dei
fattori chimici, 'importanza del fattore tempo nel determinare la schiusa.
Peraltro va sottolineata 'assoluta inefficienza, anche per i tempi lunghi,
delle soluzioni a pH 8, pH 5 e pH 4 (che anche nelle due prove prece-
denti si erano piazzate in fondo alla graduatoria) e con takadiastasi,
nelle quali non si & verificata nemmeno una schiusa. Da notare infine,
a riguardo di questo ultimo enzima, che la corrispondente soluzione non
enzimatica ha invece realizzato sia pure a 24 ore, ma in tutte e 6 le
ripetizioni, un numero non trascurabile di sgusciamenti, per cui sembre-
rebbe che tale enzima esplichi addirittura un’azione negativa ().

Un’ultima verifica, compiuta a 2 giorni di distanza, ha portato alla
constatazione di ulteriori modesti sgusciamenti, spesso parziali, per le
uova immerse nei liquidi meno favorevoli. Si & anche confermata 1’asso-
luta mancanza di schiuse nelle soluzioni a pH 8, pH 5 e con takadiastasi
per cui ne deriva che se il mezzo si rivela del tutto negativo nelle prime
24 ore, esso si manterra tale anche in seguito.

Attraverso quale meccanismo pepsina e tripsina inducano la fuori-
uscita delle larvette dagli involucri dell’uovo non ci e dato di sapere.
Nei liquidi intestinali di Galleria, che si sono mostrati tanto validi
anche se fortemente diluiti, si ¢ notato che 1’esile e molle corion ven-
trale finisce con l’essere completamente distrutto nel giro di circa 6 ore,
e in quelli pure efficaci ma ad azione lenta contenenti i 2 suddetti
enzimi entro le 20 ore, mentre nelle altre soluzioni, poco o nulla attive,
il corion ventrale, pii 0 meno espanso a mo’ di vescichetta, & risultato
ancora integro alla 30* ora. Sembra percio lecito ipotizzare che la
schiusa sia indotta o comunque favorita dalle alterazioni, sfocianti
nella distruzione completa di tale porzione del guscio, operata da certi
biocatalizzatori.

(12) Si osservi come per le uova uterine i liquidi contenenti questo enzima abbiano
invece dato buoni risultati e come esattamente l'opposto sia accaduto per quelli con la
tripsina. Ribadiamo comunque che sono da ritenersi piu attendibili, per le ragioni gia
illustrate, i risultati delle prove condotte con uova deposte.
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TABELLA VI bis. - Graduatoria di efficacia di alcuni enzimi e dei pH delle corrispondenti
soluzioni per la schiusa di wova deposte dopo 6 ore dall'immersione.

Fluidi intestinali diluiti di larve di Galleria (in funzione di testimonio):
34 (a pH 84) e 29 (a pH T74)

Tripsina (0.037 g/1) (pH 8) : 24 pH 8540
Pepsina (0,037 g/1) (pH 2)  : 21 pEI2 i 4
Lisoenzima (0,037 g/1) (pH 74) 8 pH 74 : 7
Pectinasi (0,037 g/1) (pH 4) 4 pH4 :0
Cellulasi (0,037 g/1) (pH 5) il pH'S |0
Takadiastasi (0,037 g/1) (pH 7) 0 pHETS

4. Efficacia degli enzimi del canale alimentare delle larve di Galleria
mellonella L. sulla schiusa.

Visto che alcuni enzimi favoriscono in modo patente le schiuse e
considerato che i fluidi del canale alimentare delle larve di VII eta di
Gonia, usati come testimonio, sono apparsi ancor piu efficaci, mentre il
pH delle soluzioni non ha mostrato di per sé alcuna rilevanza (escluso
ai livelli piu alti), abbiamo voluto fare una prova conclusiva atta ad
evidenziare, in modo incontrovertibile la validita degli enzimi quali
principali fattori di schiusa.

La prova, ripetuta 12 volte impiegando uova deposte da numerose
femmine su varie « foglie» di plastica, in gabbie diverse, ha messo a
confronto 3 liquidi: acqua distillata a pH 7, fluidi intestinali normali
(quindi con la carica enzimatica naturale) e fluidi intestinali sterilizzati
in provetta mediante ebollizione per 2 minuti e pertanto praticamente
privi di attivita enzimatica. Nelle prove I-VI i liquidi del canale alimen-
tare sono stati fortemente diluiti in acqua distillata a pH 7 in ragione
di circa 1 a 100; nelle prove VII-XIT la diluizione e stata minore,
approssimativamente 1:10. Ciascun campione comprendeva circa una
quarantina di uova.

I risultati appaiono nella tabella VII, ove, a differenza delle prece-
denti, sono trascritti i dati di 4 rilievi, e cioe allo scadere della 2° 4°
6 e 20* ora (limitatamente pero alle prime 6 prove) ed inoltre, per cali-
brare meglio Pefficacia, anziché ricorrere ad una stima approssimativa
8i & riportato il numero reale delle schiuse.

Nelle prove I-VI i fluidi intestinali non sottoposti a ebollizione, ma
enormemente diluiti, mostrano una efficacia modesta, in ogni caso perod
decisamente superiore agli altri due liquidi a confronto. Alla VI ora
si notano sgusciamenti in tutti e 6 i vetrini, contro 2 soltanto per quelli
con fluido previamente bollito e nessuno in quelli con acqua distillata.
Il vantaggio si mantiene inalterato, in termini di numero di schiuse,
anche alle verifiche successive: alla 20° ora le larvette nei suddetti liquidi
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superano di circa 3 volte quelli presenti nei liquidi bolliti e di 6 volte
quelli in acqua, anche se coi tempi lunghi qualche schiusa, completa e/o
parziale, tende a verificarsi in tutti i preparati.

Nelle prove VII-XII coi liquidi intestinali moderatamente diluiti,
quelli non portati ad ebollizione hanno lasciato sgusciare nelle prime
6 ore un numero di larvette circa quadruplo rispetto alla corrispondente
serie delle prove precedenti, ma, e c¢io & pitt importante, hanno dato un
numero di schiuse ben 30 volte superiore alla IT ora e di 5 volte alla
IV ora. Non solo, ma al I controllo si sono verificate schiuse in 5 vetrini
su 6 contro i 2 soltanto della serie precedente. Tutto cid dimostra chiara-
mente Pimportanza della concentrazione degli enzimi agli effetti
della precocita degli sgusciamenti. In altri preparati di esperienze
precedenti, in cui i fluidi intestinali erano stati diluiti in misura ancora
minore, la schiusura di tutte, o quasi, le uova si ¢ avuta nel giro di
sole 2 ore. Si ritiene pertanto che la carica enzimatica presente nel
canale alimentare delle larve di Galleria rappresenti il fattore essen-
ziale nel determinare uno sgusciamento non solo generalizzato ma anche
in tempi brevi delle uova ingerite col pabulum; e si noti che la tempe-
stivita della schiusa & una condizione indispensabile per assicurare la
presa di possesso dell’ospite, vista la relativa rapidita con la quale il
contenuto del tubo digerente fluisce verso 'apertura anale.

L’efficacia dei corrispondenti liquidi intestinali portati ad ebollizione
si mantiene modesta: in essi sono comparsi solo 1/9 delle larve alla II
ora, 1/6 alla IV ora ed ancora 1/6 alla VI ora rispetto a quelle presenti
nei liquidi non bolliti. Le schiuse rispetto ai corrispondenti liquidi delle
prove I-VI sono apparse solo lievemente incrementate nonostante la
ben maggiore concentrazione. Anche questo c¢i sembra un ulteriore
argomento a favore dell’azione determinante degli enzimi in riguardo
alla schiusa delle uova microtipiche: dato che P’ebollizione 1i inattiva
non ha evidentemente importanza la loro carica iniziale.

In tutte le prove gli sgusciamenti sono apparsi del tutto sporadici
nell’acqua distillata.

T interessante notare come anche gli stadi quiescenti di parassiti,
sia Protozoi che Metazoi, di Vertebrati che penetrano nell’ospite per
via orale siano in larga misura attivati dalle cariche enzimatiche pre-
senti nel canale alimentare. Il loro meccanismo d’azione sembra consi-
stere, in certi casi, in una parziale lisi della parete della cisti, in altri,
invece, in una stimolazione diretta che attiva ed induce il parassita a
fuoriuscire coi propri mezzi (Lackie, 1975). Quest’ultima modalita sem-
bra valere anche per la nostra Gonia, dato che le larvettine sono for-
nite di uncino boccale sclerificato col quale, come abbiamo visto in varie
occasioni, incidono gli involueri dell’uovo.
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TaBELLA VII. - Confronto tra le schiuse ottenute in liquidi intestinali diluiti di larve di Galleria
non sottoposti e sottoposti a ebollizione, a riprova dell'importanza degli enzimi
quali fattori di schiusa.

H,0 Fluidi intestinali H,0 Fluidi intestinali
o
distif1ata diluizione: ca. 1:100 distillata diluizione: ca. 1:10
Prova PH 7 Prova pH 7
non sterilizza-| sterilizzati non sterilizza-| sterilizzati
£ i
2h 4h 6h 20h 2h 4h 6h 20h|2h. 4h 6h 20h 2h 4h 6h 2h 4h 6h 2h 4h 6h
0 1 0 (6] 10 (6]
I 0 5 (¢] VII 0 14 1
0 8 (6] 0 16 1%
* 12% 6%
(o] 0 0 0 9 0
II 0] 4 0 VIII (0] 12 0
0 5 0 0 14 1
* 7% 2%
¢ 1 0 0 18 0
3161 1 0 5 2 IX 0 20 2
0 6 4 * 29 2%
2% 14% 6%
0 0 (6] 0 14 4
Iv 0 1 (0] X 0 22 4%
3 1 1 0 25 4%
3% 8% 2%
0 [¢] 1 0 0 2
v 0 5 6 X1 (o] 17 3
1 10 7 o] 21 3%
4% 13% T*
0 0 0 0 10 4
VI 0 1 0 XII 1 17 7k
0 1 0 2 20 8
1% 8% *

* Indica la presenza di L, sgusciate solo parzialmente.
N.B. A differenza di tutte le altre tabelle viene qui riportato il numero delle larvette sgusciate,

5. Schiudibilita delle uwova uterine estratte da femmine di Gonia vive.

In questa condizione sperimentale le uova sono state si prelevate
dalle vie genitali materne, ma non sono venute a contatto con i liquidi
organici della madre essendone tutti i visceri perfettamente integri. Cio
nonostante si mostrano anche sitfatte uova uterine piu disponibili per
la schiusa rispetto a quelle deposte? La prova e stata condotta utiliz-
zando quei fluidi che nel corso dell’esperienza si sono mostrati maggior-
mente attivi, nonché i liquidi organici di Gonia morte per confermarne
la validita.

Al solito i piu efficaci sono risultati i fluidi intestinali diluiti di larve
di Galleria, che in una meta delle prove hanno dato il 50% di schiuse
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gia alla IT ora, e la quasi totalita alla VI ora, come si pud rilevare nella
tabella VIII.

Elevati pure gli sgusciamenti nella soluzione tampone a pH 13, che
perdo ha dimostrato un’azione piu lenta (in nessun preparato sguscia-
menti sopra il 50% nelle prime 2 ore) anche se, coi tempi lunghi, pres-
soché totale.

Parimenti dicasi per la pepsina e la tripsina che pure hanno dato
elevate percentuali di sgusciamento ma solo per immersioni molto pro-
lungate: alla II ora nessuna oppure solo qualche rara larvetta, salvo
casi eccezionali.

I fluidi Gonia hanno mostrato una efficacia intermedia, inferiore
comunque alle aspettative, ma cio puo essere dipeso dalla loro eccessiva
diluizione, fatta con soluzione a pH 8,4, per le prime 3 prove e con H,O
distillata a pH 7 per le altre tre; quest’ultima ¢ sembrata alquanto pia
attiva.

L’acqua distillata e NaOH 49, hanno svolto un’attivita piuttosto
modesta e spostata sui tempi pitt lunghi: nessuna schiusa alla II ora,
poche alla VI, varie, e circa in una meta dei vetrini superiore al 50%,
alla XX.

Del tutto occasionali sono poi apparsi gli sgusciamenti in NaCl 9%,
che invece si era classificato in posizione intermedia con le uova uterine
di femmine morte (vedasi tabella I bis).

In base alla presente prova pare si possa concludere quanto segue:

a) Esiste una notevole differenza nella schiudibilita delle uova
provenienti da femmine diverse (massima per la VI, minima per la II);
tale diversita e rilevabile soprattutto a livello dei liquidi meno efficaci,
fatto che peraltro & emerso anche in prove precedenti. Nei liquidi pin
efficaci, quali fluidi intestinali diluiti, e soluzione a pH 13, le differenze
scompaiono, le uova di tutte le femmine schiudono infatti con percen-
tuali prossime al 100%.

b) Le uova uterine prelevate da femmine vive mostrano una
schiudibilita di fronte ai liquidi meno efficaci, per cosi dire, intermedia
tra quella assai bassa delle uova deposte e quella talora notevole delle
uova uterine di femmine morte. Cid puo dipendere dal fatto che, per
quanta attenzione si ponga nella dissezione, tracce di liquidi organici
della madre viva possono venire a contatto con le uova facilitandone la
schiusa.



‘IPINDI[ [1BA 19U BAON I[P dUOISIdWWIL] odop BIO XX BB @ TA BB ‘II BB [IBN}I9LS IJB]IS OUOS TAJIL T "g'N

xR XA XXX KK XXX P P *X%
XHX P P XXX XR% Dot 44 * *% 66 ¢ IA
o *%% | * *% *% o ) o
XXX XXK XK KXX XXX KKK * *
¥ox X% * *% e P o * 656 ¢ A
* XX¥ o o %% o o o
%% xX% XXX *XK FHH *% o *RH
* HXH * *% : HXH *% o o B6 ‘12 AI
* KRR o ] *% o 9 o
_ *X% XXH XX% %% *%% o o D xk%
% *% XHK % * ¢ XX o o o 66 1 III
{ e o *% o o * o o o
*% KK HHH XX¥ *X* o o o
* XKNK *% * *% o o o B6 L1 e & 4
o *3 o] * o o o (o]
*% XXX XX¥ P XXX o XXX *X%
o XXX XXX XX *% o *% *% 6561 I
o * *% *X% * o o o
‘g pd etas ¢l Hd L ud
eTuon v'8 H Sl QU TWWS J|
i -Ten treur3ys| eursdrag eutsdad suodurey %t HOBN o%6 TOeN BIRTITISIP B eAoad
frane -23UT TPINTA suotzZnIOS L

BIUOY TP 9400 SUIWWDY IP
2up494n DAOM TP BSOIYDS R[OS ‘OUOIZRIUSWIIAAS 9)uopaddld B[[BU 1ARIE NId ISTIBIISOW IPINDI 0D ‘BIOROPS ID OAOIJ - ‘IIIA VITIEV],

R T



— 186 —

TABeLLA VIII bis. - Graduatoria di efficacia dei liquidi dimostratisi piu efficaci, nel cor-
so di tutta la presente sperimentazione, per la schiusa di wova ute-
rine di femmine vive di Gonia.

Fluidi intestinali di larve di Galleria 50
Soluzione tampone pH 13 42
Pepsina 36
Tripsina 33
Fluidi in toto di Gonia 26
Acqua distillata pH 7 18
NaOH 4y, 15
NaCl 9%, 9

RIASSUNTO

Sono stati studiati i fattori che inducono lo sgusciamento delle uova microtipiche
di Gonia cinerascens Rond. La ricerca & stata condotta sia su uova uterine di femmine
vive e di femmine morte, che su uova deposte in cattivita, immergendole in vari liquidi
e sottoponendole, in una serie di prove, anche a stimolazioni meccaniche consistenti in
brevi e ripetute compressioni.

Innanzitutto si & osservato che tali pressioni, quali surrogato dei fattori meccanici
operanti sull’'uovo a livello dell’apparato boccale dell’ospite, favoriscono in qualche mi-
sura lo sgusciamento soprattutto anticipandolo in quasi tutti i preparati ed inoltre con-
sentendolo, sia pure occasionalmente, nei liquidi di per sé poco o nulla efficaci; in seguito
perd le schiuse nei liquidi efficaci non sottoposti a sollecitazione sopravanzano generaliz-
zandosi. Si conclude pertanto che gli stimoli meccanici non sono indispensabili in pre-
senza di stimolazioni d’ordine chimico veramente valide,

In identiche condizioni sperimentali il tasso di sgusciamento aumenta fortemente
passando dalle uova deposte a quelle uterine da cui le larvette sono fuoriuscite, anche
in misura molto alta, in tutti i liquidi usati, sia a reazione basica che acida, nonché
nella semplice acqua distillata a pH neutro. Sempre elevatissima, e non di rado totale,
& poi la schiusa delle uova estratte da femmine morte e con visceri oramai disgregati.

Per le uova deposte il pH delle soluzioni ¢ apparso veramente efficace solo per valori
elevati (13) e quindi a livelli che non si riscontrano nel canale alimentare delle possibili
vittime, e d’altronde incompatibili per la vita delle stesse larvette neonate,

Sempre su uova deposte che, riproponendo la situazione naturale, danno risposte
piu convincenti e piu chiare, il confronto tra soluzioni contenenti enzimi e soluzioni che
ne sono prive, ma aggiustate allo stesso pH ottimale per I'azione dei vari enzimi, hanno
evidenziato una notevole efficacia della pepsina e della tripsina anche a dosi molto deboli.
Da notare poi, ad ulteriore conferma della scarsa importanza del pH di per sé, che la
prima & stata impiegata in soluzioni a pH 2, mentre i fluidi intestinali dell’ospite sono
decisamente basici (pH 8,4), come del resto nella generalitd delle larve dei Lepidotteri.
Una convincente riprova della importanza determinante degli enzimi, nel provocare la
fuoriuscita delle larvette dagli involucri dell'uovo, ci & offerta dal confronto di efficacia
tra i liquidi intestinali di larve di Galleria, fortemente diluiti, sottoposti o non ad ebol-
lizione ; infatti mentre nei primi si sono registrate solo schiuse occasionali, nei secondi
le percentuali sono state elevatissime. Altre prove hanno poi indicato che anche la
spiccata schiudibilita delle uova uterine di femmine morte con visceri in disgregazione
& imputabile, quasi certamente, all’azione dei complessi enzimatici della stessa Gonia
che finiscono con l'entrare in contatto con le uova.



— 187 —

Le soluzioni enzimatiche oltre a favorire un generale sgusciamento esercitano, a
differenza delle altre, una azione molto rapida. Cid, in natura, & di fondamentale im-
portanza, visto che gli alimenti impiegano circa 4 ore a percorrere l'intero canale ali-
mentare delle larve di VII etd di Galleria, per cui le uova che tardano a schiudere ven-
gono espulse con le feci. La rapidita d’azione & apparsa tanto maggiore quanto piu &
elevata la concentrazione degli enzimi; essa € risultata massima per i fluidi intestinali
Poco diluiti dell’ospite. Si conclude pertanto che gli enzimi presenti nei liquidi digestivi
della vittima rappresentano il fattore determinante nella schiusa delle uova microti-
piche. Tale conclusione & sostanzialmente in accordo con quanto accertato per i paras-
siti, sia Protozoi che Metazoi, che in stadi quiescenti vengono introdotti per via orale
nei Vertebrati, e generalizza pertanto il meccanismo di attivazione dei parassiti che
iniziano i loro cicli nel canale alimentare degli ospiti.

Per quanto riguarda l'aspetto puramente pratico, e cioé quello di ottenere grandi
masse di larvette neonate a scopo sperimentale, il mezzo piu semplice resta quello di
immergere uova uterine, ovvero uova deposte, nei liquidi intestinali di larve di Galleria
dell’ultima eta.

On the hatching of the microtypical eggs of Gonia cinerascens Rond.
in experimental conditions.

SUMMARY

We have investigated the factors that cause the hatching of the microtypical eggs
of Gonia cinerascens Rond. The research was carried out on uterine eggs of females,
both dead and alive, as well as on eggs laid in captivity, The eggs were dipped in various
liquids and underwent, in a series of tests, mechanical stimuli consisting in short and
repeated compressions.

First of all we noticed that these pressures, which simulate the mechanical factors
operating on the egg at the level of the mouth parts of the host, do to a certain extent
encourage the hatching: the process is speeded up in almost all the slides and is made
possible, even if only occasionally, in the liquids that are scarcely effective in themselves;
later on, however, many more eggs hatch in the effective liquids that don’t receive any
stimuli. We can therefore conclude that mechanical stimuli are not necessary where
we have really valid chemical stimuli, .

Under exactly the same experimental conditions the rate of hatching increases
greatly when we turn from the eggs that have been laid to the uterine eggs; the larvae
broke out from the latter in great quantities in all the liquids, both with an acid and
basic reaction, and even in distilled water with a neutral pH. The rate of hatching is
particularly high and not seldom complete in eggs that have been extracted from dead
females whose internal organs have disgregated completely,

With regard to the eggs that have been laid, the pH of the solutions seemed truly
effective only when the values were very high (13), that is, at levels which one does
not find in the alimentary canal of the possible victims; moreover these levels are
incompatible with the life of the new-born larvae.

Still working on eggs that have been laid, which reflect the situation in nature, we
made a comparison between the solutions containing enzymes and those that do not,
although the pH of the latter was optimum for the action of the various enzymes.
The results showed how remarkably effective pepsin and trypsin are even in very
small doses. As a further confirmation of the slight importance of pH in itself it is
worth noti¢ing that pepsin was used in pH 2 solutions, while the intestinal fluids of the
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host are decidedly basic (pH 8,4), as in most iarvae of the Lepidoptera. The great
importance of enzymes in causing the eclosion is also demonstrated by comparing the
effectiveness of the intestinal liquids (greatly diluted) of the larvae of Galleria; some
had been boiled and some had not: while in the former the eggs hatched only occasio-
nally, in the latter the rate of hatching was very high. Further experiments have shown
that the marked tendency to hatch of uterine eggs from dead females with all the
organs disgregating can be ascribed to the action of the enzymatic complexes of the
females themselves, which come into contact with the eggs.

The enzymatic solutions not only help towards hatching generally, but also pro-
mote a much more rapid action that the others. In nature this is extremely important
because it takes food about four hours to go through the whole alimentary -canal of
Galleria of the VIIth stage, so the eggs that hatch late are expelled with the faeces.
We found that the more concentrated the enzymes, the quicker the action, and it was
in fact quickest in the intestinal fluids of the host that were little diluted. We can
therefore conclude that the enzymes in the digestive liquids of the victim are the main
factors leading to the hatching of microtypical eggs. This conclusion is in agreement
with what has been ascertained for parasites, both Protozoa and Metazoa, which in their
quiescent state are introduced orally in the Vertebrates: we can therefore make a
.general rule of the process of activation of the parasites that begin their cycles in the
alimentary canal of the hosts.

As for the more practical aim of getting great quantities of new-born larvae for
experimental purposes, the simplest way is to dip uterine eggs, or eggs that have been
laid, in the intestinal liquids of the larvae of Galleria of the last stage.
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